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LA CULTURA ASCENDENTE 
NELLE RICERCHE BATTERIOLOGICHE (*) 

Nota del M. E. Costantino Gorini 
[A&unanza del i4 dicembre i9ie] 


Non tanto per rivendicare una priorità quanto per pren¬ 
dere occasione di ritorno sopra mie vecchie ricerchOj mi piace 
segnalare la recente applicazione di un metodo di isolamento 
batterico da me preconizzato or sono quattordici anni. 

In una Nota (1) comunicata a questa insigne Accademia 
nella seduta del 14 Maggio 1903, ho rivelato la proprietà del 
bacillo del tifo e di altri batteri di arrampicarsi dai liquidi 
sulle supei'tici solide di nutrizione mediante il seguente artifìcio 
di cultura. 

Se si prende una provetra di agar a becco di clarinetto 
invece di seminarla per strisciamento come di consueto, la si 
innesta direttamente nel liquido di condensazione ohe si rac¬ 
coglie sul fondo di essa, badando di non toccare colPago la 
superfìcie obliqua delTagar e di mantenere la provetta in po¬ 
sizione verticale acciocché il liquido di condensazione non si 
spanda sulla superfìcie stessa, si osserva che il batterio, fin 
dalV inizio dello si arrampica sulla superficie obliqua 

dell’ agar ; per cui già entro 18-24 ore di incubazione questa 
superfìcie appare ricoperta uniformemente, per un’ altezza più 
0 meno considerevole, da una patina di cultura. Se invece si 
seminano nell’egual modo altri batteri, essi, pur sviluppandosi 
rapidamente nel liquido di condensazione, non invadono affatto 
nelle prime ore di sviluppo la superfìcie dell’agar ; tutt’al più 
si limitano a formarvi, presso al margine del liquido di con¬ 
densazione, un orlicino di cultura o qualche puntina di cultura 
che nei giorni successivi possono avanzarsi più o meno lenta¬ 
mente e irregolarmente sull’agar. Ma l’ascesa che si verifica 
contemporaneamente all’ inizio dello svilu})po nell’ acqua di con- 


(•) Lavoro eseguito nel Laboratorio di Batteriologia della Scuola 
Superiore di Agricoltura di Milano. 


LA CÙLTURA ASCENDENTE^ ECO. 


987 


densazione è qualcosa di essenzialmente diverso dalla comune 
progressione delle colonie sulle superfici solide, ed è meritevole 
di essere considerata quale un vero fenomeno di arrampica- 
mento attivo del batterio dal medium liquido sulla superfìcie 
solida. 

Pertanto in base a questo fenonemo possiamo parlare di 
batteri accendenti e batteri non ascendènti. 

Fra i batteri ascendenti ho indicato, oltre il bacillo del 
tifo, certe razze di ÌB. Coli, il B. leva'ns, il B. breslaviensis, il 
B. foecalis alcaligenes, il B. enteritidis Gàrtner, il B, prodi- 
giosus, il B. fìuorescens, il B. typhi muriura, il B. subtilis ecc. 
nonché il Protette delle feci e delle acque. Ho fatto notare come 
tal genere di culiitra^ che possiamo chiamare ascendente, po¬ 
trebbe servire a separare germi ascendenti da mescolanze con 
germi non ascendenti ; ad es. dissi, da miscele artificiali di B. 
tifoso e di B. Coli non ascendente mi è riuscito di ottenere il 
primo in cultura pura nella patina ascendente, anche quando 
esso era in quantità esigua rispetto alP altro microbio. Cosi 
pure potei isolare una razza di B. Coli ascendente da una 
mescolanza col B. lactis aerogenes non ascendente, mescolanza 
che spesso si osserva nelle feci dei bambini lattanti. 

Ora, da un recente lavoro delPIstituto d’igiene delPUni¬ 
versità di Bologna ho appreso con piacere che la cultura 
ascendente è stata messa largamente -a profitto nelP Istituto 
Pasteur di Parigi per P isolamento del Protens vnìgaris dalle 
feci. Sono andato a rintracciare negli Annali dell’Istituto Pa¬ 
steur da quando datasse P utilizzazione del metodo, ed ho ap¬ 
purato che il primo ad adottarlo fu il Choukevvitch del Labo¬ 
ratorio del Metchiiikoff nel 1911, cioè otto anni dopo la suc¬ 
citata mia pubblicazione, senza che di quella si faccia cenno 
alcuno (sorte non infrequente dei lavori italiani all’estero!). 
Infatti il Voi XXV degli Annales Pasteur di quell’anno con¬ 
tiene uno studio di Jean Choukevvitch (2) sulla flora batterica 
dell’intestino crasso del cavallo, dove si legge: 

u Protcìts vnìgaris, — Le moyen le plus comniode et le plus 
rapide d’obtenìr une culture pure de ce microbe est le sui- 
vant. Un verse 1-2 centimètres cubes du liquide au moyen 
d'une pipette dans la partie intih*Ìeure d’un tube de gélose 
iliciiné. On place ce tube verticaìement dans l'étuve, Au 
bout de vingt à Irentesix heures, le proteus, gràce à sa trós 
grande molùliié, parvient à P extremité siipeMueure de la gélose 
oi'i il est à Pétat pur, landis quo fous Jes uutres microbes, 
au iiioins cevix qui sont contenus dans P intestili da cheval, 
restent dans la ])artìe inférieuro rr. 
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Analogamente si esprime il Cantù (3) che nel medesimo 
Laboratorio studiò la distribuzione del Proteus nella natura 
(aria, acqua, suolo, sostanze alimentari, materie fecali umane 
e animali, letame, mosche, ecc.l/ 

In seguito il metodo venne, impiegato dallo stesso Metoh- 
nikoff nelle sue celebrate indagini sulla eziologia della diarrea 
dei neonati (cholera infantimi) da lui messa in rapporto , per 
r appunto col Proteus, N.el Voi. XXYIII degli stessi Annales 

^ ■ ì 

Pasteur, (anno 1914) P illustre compianto scienziato (4) discù-, 
tendo dei mezzi di ricerca del Proteus scrive che, coltivando 
le defezioni nei più diversi terreni nutritivi propri allò svi- 
ìpppo della microflora fecale, ben raramente si riesce ad iso¬ 
lare ì\ Proteus. All’incontro « en ensemencant Un peu de ma- 
tières fécales dans la profondeur de tubes de gélose inclinée, 
on observe le lendemain un développement abondant de Proteus^ 
sons forme d’un enduH montant jùsqu’ au sommet de la gelose 

I ■ “ ... • ^ . 

souvent avec des stries paralleles. Cette methode (che Metchni- 
koff intitola al suo allievo Choukewitch) suffit dans Ja plus 

i i T r ' I . . c ■ . . 1 '' ‘ 

grande majorité des cas pour établir V existence du Proteus 
dans les fèces ». 

■ . ì' ' ■ 

E nel medesimo volume un altro allievo del Metchnikofif, 
D. ]\Ir. Bertrand (5; che ripetè a Londra le ricerche del Mae¬ 
stro, rincalza: u En suivant le procède de Ohoukeyvitch, em^ 
ployé couramment par MetchnikofF, il est très-aisé d’isoler le 
Bacillus Proteus vulgctris, mème quand il existe en faible 
quantité. Il est très-im’portant, poùr ces recherches, d’em- 
ployer cotte méthode, car assez souvent, alors que j’ avais isole 

■V* “ - ' ■ 1 . ^ 

de cette facon le Proteus existant dans une selle, je n’entrou- 
vais aucune colonie sur le milieu de Conradi Drigalsk^^» (che 
è pure il più indicato per i germi fecali). 

Ultimamente poi il dr. Puntoni (6) dell’Istituto Universi- 
tarlo d’igiene di Bologna si giovò del mefodo nelle sue ri¬ 
cerche sul siffniflcato del Proteus nelle affezioni intestinali (^), 

. J < . ■ ^ . ■ • . , 1 . - l ' -■ ..f . ^ J .i ' i . 


(•) Ringrazio la .Direzione degli Annali d'Igiene di Roma che nel 
N. 6 del lèl6 a pag. 41H ebbe la cortesia di porre in luce la priorità 
della mia osservazione « la quale era destinata a sfuggire agli studiosi 
di batteriologia, per la natura non specializzata dei pregevoli Rendi¬ 
conti delVIstituto Lombardo dove fu pubblicata », 

Faccio notare peraltro che quella mia Nota del 1903 fu recensita 
in diverse riviste, non escluso il Centralhlatt fur Bakteriologie. 
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Soddisfatto che la cultura ascendente da me escogitata 
abbia già servito ad indagini importanti e numerose, credo 
opportuno far ora conoscere come essa sìa in grado di essere 
utilmente sfruttata per altre investigazioni su batteri patogeni 
e non patogeni. 

Stando sempre nel campo del Proteus^ ricorderò che fra 
i germi incolpati di produrre la diarrea dei vitelli, malattia 
che tanto interessa T industria zootecnica, abbiamo, oltre a 
vari tipi di Coli, di Aerogenes, di micrococchi, di bacilli del- 
Paborto e di piocianei, paranco dei Proteus (7); orbene io ho 
trovato che tutti questi germi ad eccezione del Proteus (e di 
qualche razza di Coli) sono sprovvisti di proprietà arrampi¬ 
canti; ecco dunque come la prova della cultura ascendente 
applicata ai materiali fecali dei vitelli ammalati possa fornire 
indizi preziosi per la diagnosi eziologica e quindi per la cura 
e la prevenzione della temuta epizoozia. 

Se entriamo poi in altri campi dirò che alla cultura ascen¬ 
dente si j)uò ricorrere con vantaggio nelle analisi delle acque 
potabili, non soltanto per la ricerca del Proteus, ma altresì 
j)er la differenziazione di alcuni tifìsimili che danno colonie 
atti ni a quelle del tifo ma che non posseggono proprietà ar- 
rampic'ante : così pure essa può servire all’isolamento di de¬ 
terminati bacteri ascendenti dal latte, dal t-erreno ecc. la cui 
ricerca tornerà acconcia caso per caso. 




Lasciando ora da parte le osservazioni speciali, esporrò il 
risultato di mie ulteriori osservazioni di indole generale che 
intéressano la tisiologia bacterica. Queste osservazioni sono di 
due ordini. 

Un piùrao ordine risguarda il dfcarso (‘Oiiiporiuntanto dei 
ho Ilari il viliaUtro dijj'Hstt divi ho. (Ieri a aìliolo rti poìura. Ctià 
nei lavoro i»re<:edenle io avevo fatto notare che non tutti i 
bacteri ino tùli si ditaostravuno ascendenti, talché avevo con¬ 
ci usr» che la ui'tbiliià da mò sola non è condizione su Ili eie lite 
per la salita mi ero bica ; e siccome avevo constatato che i bac- 
ieri a set* nt leu ti a ve vanti la j)ro(jrietà di formare ti lamenti, 
no-ntre ([ue^ta [ii'oprictà mancava nel bacteri mobili non ascon¬ 
denti. avevd avanzati» T ipotesi che l’arrampicainento fosse 
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deterrninato dalPassociazion6 della filamentosità colla mobilita 
dei germi. Oggi però le indagini posteriori mi inducono a ri¬ 
tenere che anche altre circostanze «ntrino in gioco nel feno¬ 
meno. 

Grazie alla cortesia dei professori Gosio, Moreschi e Ve- 
ratti, io ho potuto Panno scorso cimentare alla cultura ascem 
dente sei razze di bacillo paratifo A e sei razze di .paratifo B; 
tutte rivelarono proprietà arrampicante; eppure nessuna mostrò 
tendenza a produrre filamentij ciò che si accorda colle risul¬ 
tanze degli Autori i quali anzi nel difetto di filamenti ravvi; 
sano un carattere di diversificazione dei paratifi dal bacillo 
tifoso (8). Allora mi sono riaffacciato il quesito per quale ragione 
certi bacteri mobili si rifiutassero di adergersi sulPagar obliquo. 

A tale scopo tornai a sottoporre alla prova il vibrione 
del colera (di cui debbo alla gentilezza del prof. Gosio tre 
stipiti di recente isolamento)/ il vibrione di Binkler e Prior. 
il vibrione del formaggio di Deneke, il bacillo idociaiieo, il 
bacillo cianogeno^ il bacillo violaceo e il Micrococcus citreus 
agilis di Menge; verificai nuovamente che essi, sebbene nel- 
'P acqua di condensazione si sviluppassero rigogliosamente e si 
mostrassero agilissimi, tuttavia non riuscivano ad arrampicarsi. 

Questo comportamento apparentemente contradditorio di 
buon numero di specie mobili mi ha spinto a investigale se sul 
fenomeno delP arrampicamento non abbia influenza anche la 
disposizione della ciglia E invero passando in rassegna le 
specie batteriche finora esaminate ho riscontrato che quelle 
rivelatesi' ascendenti sono tutte a ciliatuia diffusa (periti ichi), 
e per converso nessuno dei batteri a ciliatura polare (mono- 
"trichi e lofotrichi) si è manifestato ascendente. Si ammette ed 
è logico che la diversità di ciliatura influisca sulla forma del 
movimento; i peritrichi si muoverebbero pievalentemente stri¬ 
sciando, i polotrichi prevalentemente saltellando: purtroppo 
non è sempre facile differenziare al microscopio questi movi¬ 
menti, che presentano poi molte varianti (movimenti a pendolo, 
serpiginosi, voltolanti, a capitombolo ecc.) le quali sono co¬ 
muni ad entrambi i tipi di ciliatura; basti pensare che i ba¬ 
cilli paratifi pur essendo peritrichi hanno un* movimento che 
assomiglia più a quello del vibrione colerico poiotrico, ^ anzi 
che a quello del tifo peritrico. Per cui qualora si man¬ 
tenesse costante la diversità di comportamento sopraccennata 
tra bacteri peritrichi e batteri polotrichi nelle'culture ascen¬ 
denti, queste sarebbero chiamate a recare un pregevole con¬ 
tributo tìgli studi tuttora imperfetti sulla mobilità batterica. 
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A questo proposito mette conto di ricordare come per pa¬ 
recchie specie batteriche vi sia controversia fra gli autori se 
esse abbiano ciliatura diffusa o polare (bacìllus foecalis alca- 
ligenes, bacìllus iiuoresceus, bacillus violaceus); probabilmente 
esistono razze o specie simili a ciliatura diversa, come é il 
caso del B. Coli , di cui si conoscono varietà peritrìche 

e varietà polotriche, alla cui diagnosi può giovare la cui- 

* 

tura ascendente, tanto più che, come indicai nella prece¬ 
dente Nota, essa si presta altresi per P allestimento di bei 
preparati di cilia, prelevando a tal uopo il materiale dal 
margine snperiore della cultura, dove la patina è più recente 
e più tenue a contiene individui giovani e agili. 


* 


Un secondo ordine di osservazioni risguarda il riconosci¬ 
mento della mobilità iiinitata agli sladi gioranili di certi 
hacteri^ che potrebbero passare per immobili. Già nel lavoro 
precedente jio detto di avere incontrato batteri che sebbene 
pochissimo mobili si arrampicavano a notevole altezza sulPagap 
obliquo. Lo spunto per ulteriori indagini mi è stato offerto 
da diversi bacilli che ho isolato dal terreno mediante appunto 
la cultura ascendente* mi sorprese il fatto .ohe essi già dopo 
poche ore d’incubazione, dalla sera alla mattina, erano saliti 
fino all’apice dell’agar, mentre al microscopio si mostravano 
completamente immobili nella patina ascendente: ma se si 
esaminavano nell’ acqua di condensazione si trovava qualche 
individuo più o meno lentamente mobile. Allora ho provato 
ad analizzare la cultura ali’ inizio della sua ascesa e ho potuto 
accertarvi lina abbastanza vivace mobilità estesa alla pluralità 
delle cellule, mobilità che andava cessando coll’ inoltrarsi dello 
sviluppo. 

Vogliasi coiìsiderare che si tratta qui di quel gruppo di 
bacilli cosidetti delle patate e del terreno, sulla cui mobilità 
si sono intavolati ìiunierosi dibattiti; cito fra gli altri il Bac. 
mycoides, il Bac. earotarum, il Bac. megatherium, il Bac. me- 
seiiiericUH, dei quali tutti ho potuto con tri) Ilare la mobilità 
iìmitala per lo più alle |)rime ore di sviluppo, giustificando così 
i dispareri che si incontrano nella letteratura. 

Nel campo della batteriologia ^ledica vi è un batterio pa¬ 
togeno per il c pia le la quest io ne della mobilità riveste un si- 
gnifu-alo p.ii'ticolare. imperocché fino a pochi anni fu si am¬ 
metteva in modo perentorio che esso fosse assolutamente o 
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Costàhteinente iihmobile ; allùdo al bacillo del carbonchio ema¬ 
tico la cui immobilità è méssa nei trattati come criterio di 
diffèrenziazìone dal bacillo subtilis del fieno e dai bacilli si- 
miìc'arboncbiosi i quali sono dotati di movimento. Io ho/sag¬ 
giato alla cultura ascendente diverse razze di baciilus anthracis 
e debbo dichiarare che finora non nè incontrai nessuna che rive¬ 
lasse proprietà arrampicanti precoci come il Proteics e gli altri 
bacilli mobili che salgono fin dalPinizio dello sviluppo. Però al 
secondo giorno .dello sviluppo anche questo microJbio comincia 
ad adergersi arrivando in breve ad altezza considerevole sul- 
P agar ; esso presenterebbe in certo qual modo un comporta- 
mentò intermedio fra gli ascendenti e i non ascendenti. Che 
ciò sia da ascriversi esclusivamente alla spiccata filamentosità 
del bacillo del carbonchio ? oppure a quella incostante e fugace 
lenta mobilità che gli è stata ravvisata da alcuni autori, quali Tous- 
saint (9), Nicolle, e Trenel (IO), Dupónd (11) e ultimamente 
Carpano, il quale lo pone fra i bacilli pefitrichi (12))? Dal 
canto mio nè nella patina ascendente nè nelP acqua di con¬ 
densazione, non sono mai riuscito à sorprendere individui 
semoventi. Può darsi che anche qui siamo dinanzi à questioni 
di stipiti speciali, come sopra è detto. 

Infine nei campo della batteriologia industriale segnalerò 
come da birre torbide inacidite mi è occorso di isolare batteri 
ascendenti sulPagar al mosto di birra; puranco in questi la 

'ri '• 

mobilità è accertabile solo in alcune forme limitatamente agli 
stadi giovanili e cessa coll’ avanzamento dello sviluppo. Siamo 
verosimilmente di fronte a quelle cellule sciamanti che sono 
state descritte in alcuni termenti acetici, e ohe sì mettono in. 
riposo a misura che si inoltra il processo di inacidimento ; 
queste cellule sciamanti mancano invece' nei comuni fermenti 
acetici che sono del tutto immobili. 


Riassunto. Nella presente Nota porto nuovi contributi 
ad un metodo di cultura microbica da me proposto quattordici 

anni fa, ohe venne recentemente utilizzato dal compianto prò- 

/ 

fessor Metchnikoff, nell’ Istituto Pasteur di Parigi, e da altri 
batteriologi, stranieri e italiani per importanti studi sulle in¬ 
fezioni intestinali, massime nella ricerca del Proteics. 

In b ase a questo metodo i batteri si possono distinguere in 

arrampicanti e non arrampicanti. 

Questo metodo è in grado di recare buoni servigi {a) per 
P isolamento di determinati bacteri che interessano la micro- 
biologia medica, agraria e industriale, dalle feci, dalle acque, 
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dal terreno, dal latte, dalla birra; (fi) per studi di fìsiològìa 
batterica, specialmente relativi alla mobilità (distinzione fra 
batteri a ciliatura diffusa e batteri a ciliatura polare ; ricono¬ 
scimento della mobilità in batteri che sono mobili solamente 
negli stadi giovanili di sviluppo per cui la loro mobilità 
è passata o può passare bene spesso inosservcxta). 
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